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8～10 週齢の雄の野生型 C57BL6/J マウスに、NIH 配給の同種大腸癌細胞である MCA38 を
1×105個、経門脈的に移植し、大腸癌肝転移モデルを作成した。移植後 28 日目に安楽死
させて肝臓を摘出し、検体の肉眼および病理所見について検討した。Von Willebrand 
factor と Podoplanin および LYVE−１の免疫染色を行い、コントロール群とで新生血管お
よびリンパ管数を比較検討した。肝臓内での増加が見込まれる Vascular Endothelial 
Growth Factor C (VEGFC)を ELISA 法で測定し比較検討した。同様の実験を VEGFC の枯渇
モデル(CRISPR/Cas9 システムで作成した、VEGFC をノックアウトした MCA38 細胞を移植
したマウス)と過発現モデル(野性型 MCA38 細胞を移植し recombinant human VEGFC の追
加投与を行ったマウス)でも行った。また VEGFC の autocrine により癌細胞内で増加して








亢進しており(Pdp: p = 0.004、LYVE-1: p < 0.001)、その内の幾つかには癌細胞の浸潤
が認められ、肝臓内転移の径路になっていることが示唆された。一方、肝臓内の新生血
管数には有意差は認められなかった。肝臓内の VEGFC 量も担癌マウス群で有意に増加し
ていた(p = 0.01)。VEGFC ノックアウト大腸癌細胞移植群はコントロール群よりも有意に
長期生存し(p < 0.001)、肝臓内リンパ管新生も有意に抑制されていた(Pdp: p = 
0.004、LYVE-1: p = 0.02)。VEGFC 過発現モデルでは、それらと真逆の結果が得られた。
Protein array では VEGFC 刺激により macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α)
が MCA38 細胞より分泌が促進されており、担癌肝臓においても MIP-1α の mRNA は正常肝
よりも有意に増加していた(p = 0.04)。MIP-1α の中和抗体投与群は isotype control 抗
体投与群よりも有意に肝転移巣の縮小が得られた(p = 0.02)。また担癌肝臓では正常肝
臓に比べて腫瘍関連マクロファージ(tumor associated macrophages; TAMs)が増加して
いた。MIP-1α の中和抗体投与群では総合的な TAMs の減少は僅かであった。しかしその







































 まず本研究はデータ解析に必要とする最小限の数の C57BL6/J マウスを使用した。また
そのマウスに syngeneic な大腸癌細胞（MCA38）を移植することで、マウス自身の大腸癌
細胞に対する allogeneic な拒絶反応の介入の可能性を除外している。in vivo の実験に
おいては、対称群を適切に設定し、系統立った実験系を確立している。各種試薬や中和抗
体の投与方法は、マウス生体の含有量や過去の報告を参考にするなど、根拠に基づいて設
定している。さらに in vitro の実験では、ELISA、qRT-PCR、flow cytometry 等において、
複数回（triplicate）の検証を行っている。なお VEGFC ノックアウト癌細胞移植実験にお
























Q3: 肝臓内マクロファージと VEGFC はどう繋がるのか？ 






























Q9: この研究において言えるのは、この cell line における大腸癌肝転移についてであ
り、他の大腸癌細胞では違った結果になった可能性があるのでは？ 
A9: その可能性はある。使用したのは同種同型マウス由来の大腸癌細胞株であるが、複数
の細胞株を移植して検証した方が、より汎用的だったと考える。 
 
Q10: 多発性大腸癌肝転移はその広がり方として原発巣・血管内から肝臓内に多発性に散
布して生着・増殖するパターンと、１箇所生着した転移巣から 2 次的に複数箇所に広がる
パターンとが考えられるが、どちらが主要か？パーセンテージなどは？ 
A10: 自分の知る限りは判明していない。 
 
Q11: 本来血行性転移を来し易いはずの大腸癌細胞が、肝転移を生じることでリンパ行性
転移を起こす、こういったリスクファクターのようなものが、例えば切除標本などで指摘
されているか？ 
A11: 自分の知る限り、そういったマーカーのようなものはない。 
 
Q12: リンパ管内に癌細胞がどれだけ認められたか検証すべきだったのでは？ 
A12: 確かに癌細胞に特異的な免疫染色を追加したり、レポータータンパク遺伝子改変型
大腸癌細胞の移植実験を行ったりして、詳細に検証すべきだったと考えている。 
 
 
 
 
 以上の内容の斬新さ、重要性、実験方法の正確性、表現の明確さ、及び質疑応答の結果
を踏まえ審査員で協議した結果、本論文は学位論文に値すると評価された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
